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(57) Abstract: The invention concerns a non-thrombogenic semipermeable membrane comprising a support semipermeable mem- 
brane and an anticoagulant suitable for treating blood and plasma by extracorpreal circulation. The invention is characterised in that: 
the support membrane is made essentially of a polyacrylinitrile, bearing anionic groups or groups capable of being anionic; the sur- 
face of the support semipermeable membrane designed to be in contact with blood or plasma is coated successively with a cationic 
polymer and an anticoagulant. The invention also concerns an exchanger for treating blood or plasma by extracorporeal circulation 
comprising two sections separated by a non-thrombogenic semipermeable membrane and a method for making the exchanger. 

(57) Abreg^ : La pr^nte invention a pour objet une membrane semi-permeable non thrombog^ne comprenant une membrane 
semi-permeable support et un agent anticoagulant ^proprie au traitement du sang et du plasma par circulation extracorporelle. Elle 
est caracterisee en ce que: la membrane semi-permeable support est constitute essentiellement par un polyacrylonitrile, porteur de 
groupements anioniques ou anionisables; la sinface de la membrane semi-permeable support destinee ^ £tre mise en contact avec le 
sang ou le plasma est revStue successivement d'un polym^re cationique et d*un agent anticoagulant. L' invention conceme egalement 
un echangeur pour le traitement du sang ou du plasma par circulation extracorporeUe comprenant deux compartiments separes par 
une membrane semi-permeable non thrombogdne et im procede de fabrication de T echangeur. 
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MEMBRANE SEMI-PERMEABLE NON THROMBOGENE 
ET PROCEDE DE FABRICATION 

La presente invention se situe dans le domaine du traitement du sang et du 
5 plasma par circulation extracorporeile, notamment par dialyse, hemofiltration 
et plasmapherese. Elle a pour objet une membrane semi-permeable 
composite comprenant une membrane semi-permeable support revetue d'un 
agent anticoagulant, reduisant le caractere thrombogene du support. 

10 La presente invention a egalement pour objet des echangeurs pour le 
traitement du sang ou du plasma par circulation extracorporeile, comprenant 
cette membrane semi-permeable composite ainsi que des precedes de 
fabrication de ces echangeurs. 



15 Par membrane semi-permeable, on entend, dans Tensemble de ce texte, une 
membrane semi-permeable plane ou un faisceau de fibres creuses semi- 
permeables. Egalement. par echangeur. on entend, dans Tensemble de ce 
texte, un echangeur pour le traitement du sang ou du plasma par circulation 
extracorporeile qui comprend, d'une maniere generale, deux compartiments 

20 separes par une membrane semi-permeable, munis chacun de deux acces. 
un premier compartiment etant destine a la circulation du sang ou du plasma 
du patient, et un second compartiment etant destine a la circulation de liquide 
use. 



25 Le traitement du sang ou du plasma d'un patient uremique necessite 
Tutilisation d'un circuit extracorporel de sang connecte a un echangeur. Le 
sang, dans le circuit extracorporel, est soumis a un risque thrombotique 
majeur qu'il faut prevenir par une anticoagulation efficace. C'est pourquoi, 
bien que les materiaux utilises pour la fabrication des echangeurs soient 

30 choisis pour etre aussi biocompatibles que possible de fagon que, en 
particulier, les reactions de coagulation ne se produisent pas ou a des 
niveaux relativement benins, on Injecte habituellement. dans le sang du 
patient, un agent anti-coagulant, generalement de Theparine (fractionnee ou 
non). 
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La quantite d'heparine injectee au patient varie classiquement de 7.500 a 
11.000 unites Internationales (Ul) par seance de traitement, voire plus dans 
certains cas. 

Dans la pratique courante, I'anticoagulation du sang pose rarement de 
difficultes. Chez certains patients cependant I'heparine peut provoquer des 
reactions secondaires indesirables. en particulier des hemon-agies. D'autres 
effets secondaires rapportees dans la litterature sont des thrombocytopenies 
(chute du nombre de plaquettes), des allergies, des osteoporoses (constatees 
dans le cas d'une administration prolongee d'heparine), des augmentations 
des transaminases (enzymes hepatiques) et des hyperlipidemies. La 
sensibilite a I'heparine est variable d'un patient a un autre et, dans le temps, 
pour un patient donne. 

Pour les patients a haut risque hemorragique, il existe une methode de 
traitement extracorporel du sang sans anticoagulant qui consiste a prevenir la 
thrombose du sang dans le circuit de circulation extracorporelle et dans le 
dialyseur grace a des rin9ages frequents du circuit et du dialyseur avec du 
serum physiologique pour en chasser les thrombis en formation. Cette 
methode implique des debits eleves de circulation du sang qui ne sont pas 
toujours toleres par les patients. 

En outre, ce traitement sans anticoagulant, qui est techniquement difTicile, 
necessite une formation specifique des soignants, le respect rigoureux du 
protocole operatoire, une surveillance stricte de la dialyse pour prevenir les 
incidents, le depistage precoce des incidents pour pouvoir les surmonter. 

Dans le but d'eviter I'injection d'anticoagulant dans le circuit extracorporel de 
sang, de nombreux travaux de recherche ont ete entrepris afin d'ameliorer 
I'hemocompatibilite des membranes semi-permeables en fixant de I'heparine 
sur la surface de la membrane destinee a etre mlse en contact avec le sang, 
a I'aide d'une liaison ionique ou covalente (voir J. Pelissie « Heparlnisation de 
surface » dans RBM (1994) 16, 7, 290-291). 
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Les techniques decrites de fixation ionique de I'heparine visent a creer des 
groupements amines quaternaires sur la surface de la membrane semi- 
permeable a traiter. Uheparine, qui est chargee negativement par ses 
groupements sulfates et carboxyliques, peut reagir avec des groupements 
amines quaternaires. Mais, il a ete constate un relargage rapide d'heparine 
du a la faiblesse de la liaison intermoleculaire. ce qui presente Tinconvenient 
de reduire le caractere antithrombogenique des surfaces destinees a etre en 
contact avec le sang et de favoriser Tapparition d'effets secondaires 
indesirables dus a I'heparine liberee. Pour compenser le relargage continu 
d'heparine. des quantites importantes de cet anticoagulant doivent etre fixees 
sur la membrane, ce qui a pour consequence de rendre difficile la maitrise de 
ranticoagulation du sang du patient et d'avoir un cout eleve. 

Les techniques decrites de fixation covalente font intervenir des reactions 
chimiques specifiques et complexes pour permettre I'accrochage de 
Theparine sur les surfaces des materiaux destinees a etre mises en contact 
avec le sang. Cependant ces techniques, parce qu'elles causent une 
modification substantielle de la nature chimique des materiaux, ne sont 
generalement pas appropriees aux membranes semi-permeables car elles 
risqueraient de provoquer une diminution importante des proprietes 
fondamentales de ces membranes, telles que les capacites de transferts 
diffusifs et convectifs et la capacite d'adsorption des substances indesirables. 
En outre, il existe un risque de diminution de I'antithrombogenicite par 
inactivation de I'heparine. 

Le seul echangeur commercialise a cette date comprenant une membrane 
semi-permeable traitee avec un agent anticoagulant afin de reduire son 
caractere thrombogene est Themofiltre de denomination commerciale 
DURAFLO de la societe BAXTER. Cette membrane semi-permeable est a 
base de polysulfone. 
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Certaines membranes semi-pemneables constituees essentiellement d'un 
copolymere d'acrylonitrile et d'au moins un monomere anionique ou 
anionisable, olefiniquement insature, comme te copolymere fabrique par 
HOSPAL sous la denomination commerciale AN69 sont reconnues pour etre 
nettement moins thrombogeniques que les membranes cellulosiques. La mise 
en CBuvre de dialyse sans heparine avec ces membranes necessite 
Dependant des debits eleves de circulation du sang [au moins 400 ml/min 
selon I'article « Heparin-free hemodialysis with a polyacrytonitrile 
membrane ». de Robert H. Barth et al., Vol. XXXV Trans Am Soc Artif Intern 
Organs (1989)], ce qui n'est pas toujours tolere partous les patients. 

Un premier objectif de la presente invention est de reduire le caractere 
thrombogene des membranes semi-permeables constituees essentiellement 
par un copolymere d'acrylonitrile et d'au moins un monomere anionique et 
anionisable en fixant, sur ces membranes, un agent anticoagulant, tout en 
maintenant a un niveau acceptable les autres proprietes fondamentales de 
ces membranes, a savoir leur capacite de transferts diffusifs et convectifs 
(penneabilite a I'eau, permeabilite selective aux molecules de masse 
moleculaire en poids inferieure a celle de I'albumine). leur capacite 
d'adsorption des substances indesirables et leurs proprietes mecaniques. 

Un second objectif de la presente invention est de fixer, de fa^on stable, a la 
surface de membranes semi-permeables constituees essentiellement par un 
copolymere d'acrylonitrile et d'au moins un monomere anionique et 
anionisable, un agent anticoagulant pouvant exercer son activite 
anticoagulante sans §tre elue et relargue rapidement dans le sang ou le 
plasma au cours du traitement par circulation extracorporelle. 

Un troisieme objectif de la presente invention est de reduire la quantite 
d'agent anticoagulant injectee au patient au cours d'une seance de traitement 
extracorporal de sang mise en oeuvre au moyen d'un echangeur muni d'une 
membrane semi-permeable constituee essentiellement par un copolymere 
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d'acrylonitrile et d'au moins un monomere anionique et anionisable sur 
laquelle est fixe un agent anticoagulant. 

Pour atteindre ces objectifs, on propose conformement a la presente 
invention, une membrane semi-permeable composite comprenant une 
membrane semi-permeable support et un agent anticoagulant approprie au 
traitement du sang et du plasma par circulation extracorporelle. caracterisee 
en ce que : 

- la membrane semi-permeable support est constituee essentiellement par 
un polyacrylonitrile, porteur de groupements anioniques ou 
anionisables ; 

- la surface de la membrane semi-permeable support destinee a etre mise 
en contact avec le sang ou le plasma est revetue successivement : 

d'un polymere cationique. porteur de groupements cationiques aptes 
a former une liaison ionique avec les groupements anioniques ou 
anionisables du polyacrylonitrile. le polymere cationique comprenant 
des chalnes de faille sufTisante pour ne pas traverser la membrane 
semi-permeable support ; et 

d'un agent anticoagulant, porteur de groupements anioniques, aptes 
a former une liaison ionique avec les groupements cationiques dudit 
polymere cationique. 

Dans certains cas, la presente invention permet, en outre, de reduire la 
quantite totale d'agent anticoagulant, fixe ou non. necessaire a la mise en 
oeuvre d'une seance de traitement extracorporal de sang au moyen d'un 
echangeur muni d'une membrane semi-permeable constituee essentiellement 
par un copolymere d'acrylonitrile et d'au moins un monomere anionique et 
anionisable sur laquelle est fixe un agent anticoagulant et, ainsi, de reduire le 
cout de la seance de traitement et les effets secondaires indesirables de 
I'agent anticoagulant. 
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Conformement a Tinvention, les chaines du polymere cationique presentent 
un encombrement st6rique suffisamment important pour ne pas traverser ia 
membrane semi-permeable support, ce qui pennet d'obtenir que ces chaines 
se fixent essentiellement a la surface de la membrane, par liaison ionique. 
D§s lors, la quantite de polymere cationique necessaire pour trailer ia 
membrane semi-permeable support est moderee puisque Ton ne recherche 
pas un traitement massique de la membrane semi-permeable support avec 
penetration du polymere cationique dans les pores. 

De preference, le polymere cationique est prepare par ultrafiltration au moyen 
d'une membrane semi-perm§able qui est identique a la membrane semi- 
permeable support ou qui possede un seuil de coupure egal ou superieur a 
celui de la membrane semi-permeable support, afin d'eliminer les chaines de 
polymere cationique pouvant traverser la membrane semi-permeable support. 

La membrane semi-permeable composite selon 1' invention presents trois 
avantages majeurs : 

- premierement, la fixation par liaison ionique de I'agent coagulant se fait 
quasiment uniquement a la surface de la membrane semi-permeable. 
Des lors, I'agent anticoagulant fixe, qui est accessible aux proteines de 
la coagulation, peut exercer une activite coagulante efficace au cours 
d'une seance de traitement de sang et de plasma par circulation 
extracorporelle. 

- deuxiemement, le temps de coagulation (TCK pour Temps de Cephaline 
Activee) d'un sang ou plasma purifie a I'aide de la membrane semi- 
permeable composite est assez voisin, voire equivalent a celui d'un 
sang ou d'un plasma normal, non additionne d'agent anticoagulant. 

- troisiemement, le caractere thrombogene de la membrane semi- 
permeable composite est tres nettement reduit si on le compare a celui 
de la membrane semi-permeable support qu'elle renferme. 
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Selon une variants de I'invention, le polymere cationique est une polyamine, 
de preference hydrophile, et portent des groupements amines primaires, 
secondaires. tertiaires ou quatemaires. De preference, le polynnere cationique 
5 est une polyethyleneimine (PEI). La quantite de PEI deposee et fixee peut 
varier entre environ 1 mg et environ 30 mg par de membrane (bomes 
incluses). 

L'agent anticoagulant convenant a invention ne doit pas etre toxique. 

10 

Selon une autre variante de {'invention, l'agent anticoagulant porteur de 
groupements anioniques appartient a la famille des glycoaminoglycanes 
ayant une activite anticoagulante. De preference, cet agent est 
essentiellement constitue d'heparine (fractionnee ou non). La quantite 
15 d'heparine deposee et fixee peut varier entre environ 200 Ul et environ 
20.000 Ul par de membrane (bomes incluses), de preference entre 
environ 500 Ul et environ 10.000 Ul par m^ de membrane (bomes incluses). 
La quantite d'heparine fixee est choisie en fonction du type de traitement 
auquel Techangeur est destine : 

20 

- traitement intermittent (seance de 3 a 6 heures) pour des patients 
souffrant dMnsuffisance renale chronique ou aigue ou traitement continu 
(12 a 96 heures) pour des patients souffrant d'insuffisance renale aigue ; 

25 - traitement au cours duquel aucun agent anticoagulant n*est injecte dans 
le circuit vasculaire du patient. 

La quantite d'heparine fixee est inferieure a la quantite d'heparine qui est 
injectee au patient lors d'un traitement classique (laquelle est I'ordre de 7.500 
30 a 11.000 Ul ou superieure dans le cas ou la membrane est rincee avec une 
solution d'heparine avant la mise en circulation du sang dans le circuit 
extracorporel). 
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L' invention est adaptee a la preparation de membranes semi-permeables 
composites a partir d'une membrane semi-penneable support constituee 
essentiellement par un polyacrylonitrile, porteur de groupements anioniques 
ou anionisables choisls parmi les groupements sulfonique, pinosphonique, 
carboxylique, sulfurique, phosphorique, et parmi les groupements salifies 
correspondants. 

De preference, les groupements anioniques ou anionisables du 
polyacrylonitrile sont des groupements sulfoniques acides ou des 
groupements sulfoniques salifies. 

Avantageusement, la membrane semi-permeable support est constituee 
essentiellement de copolymere d'acrylonitrile et de methallylsulfonate de 
sodium, tel que le copolymere de denomination commerciale AN69, fabrique 
par HOSPAL, avec lesquels les meilleures performances ont ete atteintes. 

L' invention a egalement pour objet un echangeur pour le traitement du sang 
ou du plasma par circulation extracorporal le comprenant deux compartiments 
separes par une membrane semi-permeable ayant une surface orientee vers 
un premier compartiment destine ^ la circulation de sang ou de plasma, 
caracterise en ce que la surface de la membrane semi-permeable orientee 
vers le premier compartiment est revetue successivement d'un polymere 
cationique et d'un agent anticoagulant anionique. 

La membrane semi-permeable composite peut etre sous la forme d'une 
membrane plane ou d'un faisceau de fibres creuses. 

De preference, I'echangeur, qui comprend la membrane semi-permeable 
composite selon invention, est sterilise et pret a I'emploi. Ainsi, il ne requiert 
pas de manipulation speciale de la part de son utilisateur. 

La presente invention a egalement pour objet un precede pour reduire le 
caractere thrombogene d'un echangeur pour le traitement du sang ou du 
plasma par circulation extracorporelle comprenant deux compartiments 
separes par une membrane semi-permeable ayant une surface orientee vers 
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un premier compartiment destine a la circulation de sang ou de plasma, 
comprenant les etapes successives suivantes: 

(a) preparer une membrane semi-permeable sous la forme d'une 
membrane plane ou d'un faisceau de fibre creuse, a partir d*une 
solution de polyacrylonitrile porteur de groupements anioniques ou 
anionisables; 

(b) assembler les divers composants de Techangeur, en particulier 
monter la membrane semi-permeable ou un faisceau de fibres 
creuses dans un bottler ; 

(c) preparer une solution contenant au moins un polymere cationique, 
porteur de groupements cationiques aptes a former une liaison 
ionique avec les groupements anioniques ou anionisables du 
polyacrylonitrile, le polymere cationique ne comprenant que des 
chalnes de polymere de taille suffisante pour ne pas traverser la 
membrane semi-permeable, et porter cette solution au contact de la 
surface de la membrane semi-permeable destinee a etre mise en 
contact avec le sang ou le plasma, Tetape (c) pouvant etre realisee 
avant ou apres Tetape (b) ; lorsque la membrane semi-permeable est 
plane, on peut pulveriser la solution du polymere cationique sur la 
surface de la membrane ; 

(d) dans le cas ou Tetape (c) est realisee posterieurement a Tetape (b), 
purger Techangeur de la solution contenant le polymere cationique ; 

(e) preparer une solution contenant au moins un agent anticoagulant a 
Tetat dissous, porteur de groupements anioniques aptes a former une 
liaison ionique avec les groupements cationiques dudit polymere 
cationique et porter cette solution au contact de la surface de la 
membrane semi-permeable destinee a etre mise en contact avec le 
sang, Tetape (e) etant mise en ceuvre apres Tetape (c). mais avant ou 
apres Tetape (b) ; 

(f) dans le cas ou Tetape (e) est realisee posterieurement a Tetape (b), 
purger Techangeur de la solution contenant Tagent anticoagulant. 
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Dans le cas ou le polymere cationique est la PEI, I'etape (c) precitee peut fetre 
realisee selon les conditions suivantes : 



♦ concentration en PEI : 0.04 a 20 g/L 

♦ milieu : eau ; eau glycerinee ; tampons salins ; solutions salines 

♦ pH:5a12 

♦ debits de traitement (cas du traitement de la membrane par circulation 
dans I'appareil) : 50 a 500 mLVmin. 

♦ duree : 1 a 30 minutes 

♦ circuit ouvert ou circuit ferme 
dans ces conditions, la concentration surfacique en PEI est comprise 



♦ 



entre 1 et 30 mg/m^. 



Dans le cas ou I'agent anticoagulant est I'heparine, I'etape (e) precitee peut 
§tre realisee selon les conditions suivantes : 

♦ concentration en heparine : 1 a 100 Ul/L 

♦ milieu : eau ; eau glycerinee ; tampons salins ; solution saline 

♦ pH:5a10 

♦ debits de traitement (cas du traitement de la membrane par circulation 
dans I'appareil) : 50 a 500 mUmin. 

♦ duree : 1 a 30 minutes 

♦ circuit ouvert ou circuit ferme 

♦ dans ces conditions, la concentration surfacique en heparine est 
comprise entre 200 et 20.000 Ul/m^ de preference entre 500 et 10.000 
Ul/m^ 

Eventuellement. la membrane plane ou le faisceau de fibres creuses est 
glycerine(e) a I'issue de I'etape (a), d'ou la necessite de deglyceriner avant 
d'entreprendre I'etape (c) precitee. 
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Eventuellement, on rince la membrane semi-pemneable pour eliminer 
I'excedent de polymere cationique fixe, soit apres I'etape (c) quand I'etape (c) 
est realisee avant I'etape (b), ou apres I'etape (d). 

Eventuellement, on rince la membrane semi-permeable pour eliminer 
I'excedent d'agent anticoagulant non fixe, soit apres I'etape (e) quand I'etape 
(e) est realisee avant l'§tape (b), ou apres I'etape (f). 

Eventuellement, on reglycerine la membrane semi-permeable selon le cas, a 
Tissue de I'etape (e) ou (f), apres les eventuelles etapes de ringage. 

Dans le cadre de I'invention, la sterilisation de I'echangeur, sans effet 
significatif sur la membrane semi-pemneable composite, pourra etre la 
sterilisation par irradiation, en particulier par irradiation gamma ou la 
sterilisation a I'oxyde d'ethylene. La sterilisation de I'echangeur peut etre mise 
en oeuvre a deux moments determines du precede de fabrication de 
I'echangeur. 

Selon une premiere variante, on sterilise I'echangeur lorsque la membrane 
semi-permeable a base de polyacrylonitrile, porteur de groupements 
anioniques ou anionisables, est revetue dudit polymere cationique, puis oh 
effectue, de fagon extemporanee. le traitement a i'aide de la solution 
contenant au moins un agent anticoagulant. 

Selon une seconde variante, on sterilise I'echangeur lorsque la membrane 
semi-permeable a base de polyacrylonitrile, porteur de groupements 
anioniques ou anionisables, est revetue dudit polymere cationique et dudit 
agent anticoagulant. 

D'autres caracteristiques et avantages de I'invention ajDparaltront a la lecture 
des exemples qui suivent. On se reportera egalement aux dessins et figures 
annexes sur lesquels : 
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- la figure 1 represente les modalites de preparation d'un polymere 
cationique. tel que la polyethyleneimine (PEI), par ultrafiltration ; 

- la figure 2 represente revolution de la concentration de PEI dans 
rultrafiltrat ; 

- la figure 3 represente la distribution des masses moleculaires en poids 
de la PEI non fractionnee. notee PEI P. (LUPASOL P. de BASF) et de la 
PEI fractionnee ; 

- la figure 4 represente revolution du temps de coagulation (TCK) du sang 
de moutons soumis a un test de circulation extracorporelle a I'aide d'un 
dialyseur a membrane plane AN69 traite avec de la PEI fractionnee, 
sterilise gamma, puis traite extemporanement avec de I'heparine ; 

- la figure 5 represente revolution du temps de coagulation (TCK) du sang 
de moutons soumis a un test de circulation extracorporelle a I'aide d'un 
dialyseur a fibres creuses AN69 traite avec de la PEI fractionnee, puis 
heparine, et enfin sterilise gamma avant utilisation. 

Les methodes de dosage utilisees pour evaluer les membranes semi- 
pemneables decrites sont les suivantes : 

Traitement des echantiilons de sano orealable ment aux dosaoes 
Le sang preleve, en sortie des dialyseurs, au cours des seances de dialyse 
des exemples qui suivent est mis immediatement en presence de citrate de 
sodium qui. par chelation des ions calcium, stoppe toute activite de 
coagulation. L'echantillon est ensuite centrifuge a temperature ambiante a 
3000 tours par minute, durant 15 minutes. Le plasma sumageant est recueilli 
et conserve a -20° C jusqu'au moment du dosage. 

Determination du temps de coagulation (TCK oour Temps de Cephaline 
Kaolin) 

La determination du TCK est realisee au moyen du kit de dosage 
commercialise sous la denomination C.K. PREST® par la societe 
DIAGNOSTICA STAGO. 
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Le TCK permet d'apprecier rallongement du temps de coagulation d'un 
plasma citrate occasionne par le deficit en certains facteurs de la coagulation 
ou par la presence d'un anticoagulant comme I'heparine. Dans ce dernier cas, 
rallongement du temps de coagulation est proportionnel a la quantite 
5 d'heparine presente. La determination du TCK permet done d'apprecier le 
niveau d'anticoagulation du sang. La methode de mesure de ce temps de 
coagulation (exprime en seconde) est connue, elle est effectuee apres 
recalcification et ajout d'un activateur. 

10 Dosage de I'heparine en milieu non plasmatique 

L'heparine est determinee dans les milieux simples (eau et electrolytes) par 
spectrophotometrie apres formation d'un complexe avec I'azure A (absorption 
maximale a 630 nm). 

15 Test de circulation extracoroorelle sur un mouton : 

Les dialyseurs testes dans les exemples sont rinc^s par une solution de 
serum physiologique (heparinee ou non) mise en circulation dans le 
compartiment sang (2 L a 200 mL/min.). Le compartiment dialysat est rempli 
par ultrafiltration. Selon le cas, le sang du mouton est anticoagule par 

20 injection d'heparine dans la veine jugulaire cinq minutes avant le debut de la 
seance. La circulation sanguine extracorporelle est realisee au debit de 
200 mL/min. a I'aide d'une pompe BSM22 HOSPAL (acces en carotide et 
restitution en jugulaire). Les pressions d'entree et de sortie sont enregistrees. 
La circulation est stoppee lorsque la pression arterielle depasse 500 mmHg 

25 au niveau de I'entree du dialyseur, traduisant une coagulation dans le circuit. 

Example 1 

Get exemple decrit un precede de preparation d'un polymere cationique, en 
30 I'occurrence une polyethyleneimine (PEI), visarit a eliminer, par 
fractionnement, les plus petites chaines de polymeres (de faible 
encombrement sterique) pouvant penetrer dans les pores de la membrane 
semi-permeable a trailer, et la traverser. 
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La figure 1 illustre les modalites de preparation de la PEI qui comprend las 
etapes suivantes : 

a - preparation, dans un bac 1, d'une solution de 1,5 litre d'une solution 
5 de PEI de masse moleculaire en poids 750 k Dalton (LUPASOL P de 

BASF), a 50 g par litre, dans I'eau distillee ; 

b - circulation, en circuit ferme, de cette solution dans le compartiment 
sang d'un dialyseur 2 a fibres creuses (denomination cx>mmerciale 
10 FILTRAL 16, fabrique par la societe HOSPAL INDUSTRIE, France), 

equipe d'une membrane (surface utile de 1,6 m^) en AN69 
(copolymere d'acrylonitrile et de methallylsulfonate de sodium), au 
debit de 300 ml par minute ; 

15 c - simultanement a I'etape b, ultrafiltration au debit de 60 ml par minute 
avec apport d'eau dans le bac 1 , au meme debit. 

La duree de la preparation est de 156 minutes. 

20 Le dosage de la PEI presente dans I'ultrafiltrat est determine dans I'eau par 
spectrophotometrie apres formation d'un complexe colore avec le thiocyanate 
de cobalt II (absorption maximale a 304 nm). 

L'evolutlon de la concentration en PEI dans I'ultrafiltrat est donnee sur la 
25 figure 2 annexee. 

Dans les conditions du procede precite, la quantite de PEI eliminee par 
ultrafiltration est de 32 g, ce qui represente 43 % de la PEI de depart. 

30 La distribution en masses moleculaire (Mw) de la PEI non fractionnee (notee 
PEI P) et de la PEI fractionnee est determinee par chromatographe 
d'exclusion sterique (colonne ultrahydrogel de la societe WATERS) et est 
representee sur la figure 3 annexee. Sur la figure 3. on voit que la masse 
molaire des plus petites chalnes de PEI fractionnee est de I'ordre de 

35 10.000 g/mole. 
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Exemples 2 

Exemple de reference 2a 

Un dialyseur a membrane plane en AN69 (denomination commerciale 
CRYSTAL 4000. fabrique par HOSPAL INDUSTRIE. France), ayant une 
surface utile de 1.5 m^ et sterilise par irradiation gamma, est rince par 
circulation dans le compartiment sang de 2 litres de serum physiologique 
contenant 5.000 Ul d'heparine non fractionnee. 

Un circuit extracorporel de sang comprenant le dialyseur est ensuite connecte 
au circuit vasculaire d'un mouton. Aucun anticoagulant n'est injecte dans le 
sang du mouton. 

Sur la figure 4, la courbe 1 donne revolution du TCK pendant les 30 minutes 
de circulation du sang. La coagulation est intervenue au bout de 30 minutes. 

Exemple 2b selon invention 

Un dialyseur a ete fabrique conformement a invention par la societe 
HOSPAL INDUSTRIE (France). Une face d'une membrane plane en AN69. 
ayant une surface utile de 1,5 m^. est traitee par pulverisation de PEI 
fractionnee (voir exemple 1 ) a la concentration de 5 g/kg dans un melange 
eau/glycerol 40/60 en masse. La quantite de PEI fractionnee deposee est de 
10mg/m^. 

Cette membrane est montee dans un dialyseur de maniere que la face traitee 
soit orientee vers le compartiment sang du dialyseur. 

Le dialyseur est ensuite sterilise par irradiation gamma (36 K Gy). 

Juste avant son utilisation, le dialyseur sterilise est rince a I'aide d'une 
solution de senjm physiologique et d'heparine non fractionnee comme indique 
dans Texemple de reference 2a. 



wo 01/54802 



PCT/FROl/00248 

.16- 



Un circuit extracorporel de sang comprenant le dialyseur est ensuite connecte 
au circuit vascuiaire d'un mouton. Aucun anticoagulant n'est injecte dans le 
sang du mouton. 

5 

Le sang du mouton a pu etre mis en circulation pendant 6 heures dans le 
circuit extracorporel sans qu'il se produise de coagulation (rarret apres 6 
heures est volontaire et ne correspond pas a une coagulation du sang dans le 
circuit). La courbe 2 de la figure 4 donne le niveau de TCK pendant toute la 
10 duree de la circulation. Le TCK reste a une valeur normale temoignant une 
absence de liberation d'heparine. alors que, habituellement, un TCK 
superieur a 100 secondes est necessaire pour le bon deroulement d'un 
traitement de sang dans un circuit de circulation extracorporelle. 

15 Exemples 3 

Exemple de reference 3a 

Un dialyseur (denomination commerciale FILTRAL 20. fabrique par HOSPAL 
INDUSTRIE, France), equipe d'un faisceau de fibres creuses AN69 de 
20 surface utile de 2 m^, sterilise a Toxyde d'ethylene. est rince par circulation 
dans le compartiment sang de 2 litres de senjm physiologique contenant 
10.000 Ul d'heparine non fractionnee. 

Un circuit extracorporel de sang comprenant le dialyseur est ensuite connecte 
25 au circuit vascuiaire d'un mouton apres que 5.000 Ul d'heparine non 
fractionne ont ete prealablement injectes au mouton. 

La coagulation du sang dans le circuit extracorporel est intervenue apres que 
le sang y a circule 2 heures. 

30 

Uevolution du taux de TCK est representee sur la figure 5, par la courbe 1 . 
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Exemple 3b selon rinvention 

Un dialyseur (denomination commerciale NEPHRAL 300. fabrique par 
HOSPAL INDUSTRIE, France), equipe d'un faisceau de fibres creuses AN69 
de surface utile de 1,3 m^, est traite par circulation dans le compartiment sang 

5 d'une solution de PEI fractionnee preparee comme dans Texemple 1 (1g/L 
dans Teau, circuit ferme sur 200 mL, 5 minutes. 200 mL/min.). Ce dialyseur 
subit un second traitement par circulation dans le meme compartiment d'une 
solution d'heparine non fractionnee (5 UI/mL dans une solution phosphatee 
(Na2HP04 a 10 mM), circuit fenne sur 3 L, 200mL7min.. 5 ou 30 min.). Le 

10 dialyseur est ensuite purge a I'air (0.3 bar pendant 30 s). Dans ces 
conditions, la quantite de PEI fixe est de Tordre de 15mg/m^, la quantite 
d'heparine fixe est de 2.500 et 6.800 Ul/m^ (mesuree selon la methode de 
dosage de Theparine en milieu non plasmatique). 

15 Ce dialyseur est sterilise par irradiation gamma. 

Juste avant Tutilisation du dialyseur. 2 litres de serum physiologique sont mis 
en circulation dans le compartiment sang pour le rincer. Un circuit 
extracorporel de sang comprenant le dialyseur est ensuite connecte au circuit 
20 vasculaire d'un mouton. Aucun anticoagulant n'est injecte dans le sang du 
mouton. 

La circulation du sang dans le circuit extracorporel a pu etre maintenue sans 
injection d'heparine dans le circuit extracorporel pendant 3 et 6 heures sans 
25 qu'il se produise de coagulation et les courbes 2 et 3 de la figure 5 indiquent 
que les niveaux de TCK sont restes normaux. 

Exemples 4 



30 



Les exemples 4 correspondent a des series d'essais cliniques realises avec 
des dialyseurs conformes ou non a la presente invention. 
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4a) Des dialyseurs, de denomination commerciale NEPHRAL 300, non 
traites. sont utilises dans une serie d'essais cliniques realises dans les 
conditions suivantes : 

• 6 patients ; 

• 108 seances d'hemodialyse pendant 4 heures avec ajout 
d'heparine ; 

• prealablement a chaque seance d'hemodialyse, le dialyseur est 
rince par circulation de 1 litre d*une solution de serum 
physiologique contenant 5.000 Ul d'heparine dans le 
compartiment sang du dialyseur ; 

• a la fin de chaque seance d'hemodialyse. le sang est restitue au 
patient par un ringage du compartiment sang du dialyseur avec 1 
litre de serum physiologique. 

4b) Des dialyseurs. de denomination commerciale NEPHRAL 300, ont ete 
traites successivement de la fapon suivante : 

• circulation de 1 litre d'eau, avec un debit de 200 ml/min, dans le 
compartiment sang du dialyseur afin d'eliminer la glycerine 
presente dans les fibres creuses ; 

• circulation de 1 litre d'une solution de PEl de masse moleculaire 
moyenne en poids 750 K Dalton (LUPASOL P de BASF), non 
fractionnee, dans le compartiment sang du dialyseur ; 

• purge de Tair ; 

• sterilisation par irradiation gamma. 

• prealablement a chaque seance d'hemodialyse, le dialyseur est 
rince par circulation de 1 litre d*une solution de serum 
physiologique contenant 5.000 Ul d'heparine dans le 
compartiment sang du dialyseur ; 

• a la fin de chaque seance d'hemodialyse, le sang est restitue au 
patient par un rin^age du compartiment sang du dialyseur avec 1 
litre de serum physiologique. 
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Une serie de 27 seances d'essais cliniques est realisee avec ces dialyseurs. 
Resultats des series d'essais cliniaues (Aa) et f4b) 

Apres restitution du sang, les dialyseurs sont evalues visuellement, sur une 
echelle de 1 a 4 : 

- note 1 (mauvaise) : la couleur de I'ensemble du dialyseur est rouge et 
temoigne d'une coagulation importante du sang dans la membrane semi- 
permeable ; 

- note 2 (moyenne) : la couleur d'environ la moitie du dialyseur est rouge ; 

- note 3 (bonne) : seulement quelques traces rouges dans le dialyseur ; 

- note 4 (excel lente) : le dialyseur n'est pas rouge. 





Exemple 4a 


Exemple 4b {*) 


Valeur moyenne sur i'ensemble des 
seances de la quantite d'heparine 
ajoutee. sans compter la quantite 
d'heparine fixee au moment du 
ringage (valeur mini, valeur maxi) (**) 


6200 
(mini : 3000) 
(maxi : 8000) 


8400 
(min : 4500) 
(maxi : 12000) 


Valeur moyenne sur i'ensemble des 
seances de I'evaluation visuelle des 
dialyseurs (valeur mini, valeur maxi) 


3,0 
(mini : 2) 
(maxi : 4) 


1,9 
(mini ; 1) 
(maxi : 3) 



(*) la quantite de PEI non fractionnee fixee est de I'ordre de 100 mg/m^ et la 
quantite d'heparine fixee, au moment du ringage du dialyseur, est de 
I'ordre de 2000 Ul/m^ de membrane. 

(**) . la quantite d'heparine ajoutee pemiet de maintenir le TCK entre 90 et 
120 s. 
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Conclusion 

Le traitement avec une PEI non fractionnee conduit a une consommation 
(adsorption) importante d'heparine. En outre, Theparine adsorbee n'est pas 
active puisque les dialyseurs ainsi traites des exemples (4b) conduisent a des 
problemes de coagulation. 

Exemples 4c. selon la oresente invention 

Une membrane plane en AN69 est traitee par pulverisation de PEI 
fractionnee, preparee dans les conditions enoncees ci-dessus dans Texemple 
1 , a raison de 10 mg/m^ de membrane. 

Des dialyseurs de type CRYSTAL sont montes avec cette membrane (1,25 m^ 
de surface utile de membrane par dialyseur) et sont sterilises par irradiation 
gamma. 

Une serie d'essais diniques est realisee avec ces dialyseurs dans les 
conditions suivantes : 

• 13 patients ; 

• 256 seances d'hemodialyse ; 

• prealablement a chaque seance d'hemodialyse, le dialyseur est rince 
par circulation de 2 litres d'une solution de serum physiologique 
contenant 5.000 Ul d'heparine par litre, dans le compartiment sang du 
dialyseur ; 

• seances d'hemodialyse pendant 4 heures avec ou sans ajout 
d'heparine (voir tableau) ; 

• a la fin de chaque seance d'hemodialyse, le sang est restitue au 
patient par un ringage du compartiment sang du dialyseur avec 1 litre 
de serum physiologique. 
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Valeur moyenne sur 

(4c) de la quantity 
d'h^parine ajout^e, sans 
compter la quantite 
d'heparine fix6e au 
moment du linkage (*) 


6000 


5000 


4000 


3000 


2000 


1000 


0 


Valeur moyenne sur 


4(39) 


4(39) 


4(38) 


4(35) 


4(31) 


4(28) 


4(28) 


I'ensemble des stances de 






2(1) 


2(2) 


2(4) 


2(4) 


2(4) 


revaluation visuelle des 








1 (1) 




1 (1) 


1 (1) 


dialyseurs (nombre de 
















seances) 

















(*) La quantite d'heparine fixee au moment du ringage est de I'ordre de 
1 .500 Ul/m^ de membrane. 

5 

Conclusion 

Le traitement avec une PEI fractionnee, suivi d'un traitement avec Theparine, 
pennet d'effectuer des dialyses avec des quantites reduites d'anticoaguiant 
10 injectees chez le patient. 

Remarques 

Dans les exemples comparatifs (4a) et (4b), le TCK est maintenu entre 90 et 
15 120 s. 

Dans les exemples (4c), c'est la dose d'heparine injectee qui est fixee (entre 0 
et 6000) et, dans tous les cas, le TCK en fin de seance est inferieur a 50, ce 
qui est un avantage considerable pour le patient (plus d^heparine circulante 
20 en fin de dialyse done plus de risque hemorragique). 

Apres restitution du sang, les dialyseurs de cette serie d'essais cliniques sont 
evalues precedemment dans les conditions enoncees ci-dessus pour les 
exemples (4a) et (4b). 

25 
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REVENDICATIONS 



5 



10 



15 



20 



25 2. 



30 3, 



Membrane semi-permeable composite comprenant une membrane semi- 
permeable support et un agent anticoagulant approprie au traitement du 
sang et du plasma par circulation extracorporelle, caracterisee en ce 
que : 

- la membrane semi-permeable support est constitute 
essentiellement par un polyacrylonitrile. porteur de groupements 
anioniques ou anionisables ; 

- la surface de la membrane semi-permeable support destinee a 
etre mise en contact avec le sang ou le plasma est revetue 
successivement : 



d'un polymere cationique, porteur de groupements 
cationiques aptes a fomier une liaison ionique avec les 
groupements anioniques ou anionisables du 
polyacrylonitrile, le polymere cationique comprenant des 
chatnes de taille suffisante pour ne pas traverser la 
membrane semi-permeable support ; 

et d'un agent anticoagulant, porteur de groupements 
anioniques. aptes a former une liaison ionique avec les 
groupements cationiques dudit polymere cationique. 



Membrane selon la revendication 1, caracterisee en ce que les 
groupements anioniques ou anionisables du polyacrylonitrile sont 
choisis parmi les groupements sulfonique. phosphonique, carboxylique, 
sulfurique, phosphorique et parmi les sels des groupements precites. 

Membrane selon la revendication 1, caracterisee en ce que les 
groupements anioniques ou anionisables du polyacrylonitrile sont des 
groupements sulfoniques acides ou des groupements sulfoniques 
salifies. 
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4. Membrane selon la revendication 3, caracterisee en ce que la 
membrane semi-permeable support est constituee essentiellement par 
un copolymere d'acrylonitrile et de methallylsulfonate de sodium. 

5. Membrane selon une des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que 
le polymere cationique est une polyamine. 

6. Membrane selon la revendication 5. caracterisee en ce que le polymere 
cationique est une polyethyleneimine 

7. Membrane selon la revendication 6. caracterisee en ce que la quantite 
de polyethyleneimine deposee est comprise entre environ 1 mg et 
environ 30 mg par m^ de membrane (bomes incluses). 

8. Membrane selon une des revendications 1 a 7, caracterisee en ce que 
le polymere cationique est prepare par ultrafiltration au moyen d'une 
membrane semi-permeable qui est Identique a la membrane semi- 
permeable support ou qui possede un seuil de coupure egal ou 
superieur a celui de la membrane semi-permeable support, afin 
d'eliminer les chaines de polymere cationique pouvant traverser la 
membrane semi-permeable support. 

9. Membrane selon une des revendications 1 a 8, caracterisee en ce que 
regent anticoagulant porteur de groupements anioniques appartient a la 
famine des glycoaminoglycanes ayant une activite anticoagulante. 

10. Membrane selon la revendication 9, caracterisee en ce que I'agent 
anticoagulant est essentiellement constitue d'heparine. 

11. Membrane selon la revendication 10. caracterisee en ce que la quantite 
d'agent anticoagulant depose est comprise entre environ 200 Ul et 
environ 20.000 Ul par m^ de membrane (bomes incluses). 
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12. Echangeur pour le traitement du sang ou du plasma par circulation 
extracorporelle comprenant deux compartiments separes par une 
membrane semi-permeable ayant une surface orientee vers un premier 
compartiment destine a la circulation de sang ou de plasma, caracterise 
en ce que la membrane semi-permeable est une membrane semi- 
permeable composite selon une des revendications 1 a 11 , et en ce la 
surface de la membrane orientee vers le premier compartiment est 
revetue successivement d'un polymere cationique et d'un agent 
anticoagulant anionique. 

13. Echangeur selon la revendication 12. caracterise en ce que la 
membrane semi-permeable composite est une membrane plane. 

14. Echangeur selon la revendication 12, caracterise en ce que la 
membrane semi-permeable composite est constituee par un faisceau de 
fibres creuses. 

15. Precede pour reduire le caractere thrombogene d'un echangeur pour le 
traitement du sang ou du plasma par circulation extracorporelle 
comprenant deux compartiments separes par une membrane semi- 
permeable ayant une surface orientee vers un premier compartiment 
destine a la circulation de sang ou de plasma, le precede comprenant 
les etapes successives suivantes: 

(a) preparer une membrane semi-permeable sous la forme d'une 
membrane plane ou d'un faisceau de fibre creuse, a partir d'une 
solution de polyacrylonitrile porteur de groupements anioniques ou 
anionisables; 

(b) assembler les divers composants de I'echangeur, en particulier 
monter la membrane semi-permeable ou un faisceau de fibres 
creuses dans un boltier; 
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(c) preparer une solution contenant au moins un polymere cationique, 
porteur de groupements cationiques aptes a former une liaison 
ionique avec les groupements anioniques ou anionisables du 
polyacrylonitrile, le polymere cationique ne comprenant que des 
chalnes de polymere de taille suffisante pour ne pas traverser la 
membrane semi-permeable, et porter cette solution au contact de 
la surface de la membrane semi-permeable destinee a etre mise en 
contact avec le sang ou le plasma. Tetape (c) pouvant etre realisee 
avant ou apres I'etape (b) ; 

(d) dans le cas ou I'etape (c) est realisee posterieurement a Tetape (b), 
purger Techangeur de la solution contenant le polymere cationique; 

(e) preparer une solution contenant au moins un agent anticoagulant a 
I'etat dissous. porteur de groupements anioniques aptes a former 
une liaison ionique avec les groupements cationiques dudit 
polymere cationique et porter cette solution au contact de la 
surface de la membrane semi-permeable destinee a etre mise en 
contact avec le sang, Tetape (e) etant mise en ceuvre apres Tetape 
(c), mais avant ou apres I'etape (b) ; 

(f) dans le cas ou I'etape (e) est realisee posterieurement a I'etape 
(b), purger I'echangeur de la solution contenant Tagent 
anticoagulant. 

16. Precede selon la revendication 15, caracterise en ce que on rince la 
membrane semi-permeable pour eliminer Texcedent de polymere 
cationique non fixe, soit apres I'etape (c) quand I'etape (c) est realisee 
avant I'etape (b), ou apres I'etape (d). 

17. Precede selon la revendication 15 ou 16, caracterise en ce que on rince 
la membrane semi-permeable pour eliminer Texcedent d'agent 
anticoagulant non fixe, soit apres I'etape (e) quand I'etape (e) est 
realisee avant I'etape (b), ou apres I'etape (f). 
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18. Procede selon la revendication 15, 16 ou 17, caracterise en ce que on 
sterilise I'echangeur lorsque la membrane semi-pemieable a base de 
polyacrylonitrile, porteur de groupements anioniques ou anionisables, 
est revetue dudit polymere cationique, puis on effectue, de fagon 
extemporanee. le traitement a I'aide de la solution contenant au moins 
un agent anticoagulant. 

19. Procede selon la revendication 15, 16 ou 17, caracterise en ce que on 
sterilise I'echangeur lorsque la membrane semi-permeable a base de 
polyacrylonitrile, porteur de groupements anioniques ou anionisables, 
est revetue dudit polymere cationique et dudit agent anticoagulant. 

20. Procede selon la revendication 15, caracterise en ce que le polymere 
cationique est prepare par ultrafiltration au moyen d'une membrane 
semi-permeable qui est identique a la membrane semi-perm§able 
support ou qui possede un seuil de coupure egal ou superieur a celui de 
la membrane semi-permeable support, afin d'eliminer les chames de 
polymere cationique pouvant traverser la membrane semi-permeable 
support. 
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